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RESUMO 
Para obter plantas de castanheiro (Castallea sativa) resistentes a doen.-;:a da tiota e necessaria 
desenvolver metodologias especificas que evidenciem a interaccao hospedeiro / parasita. Resul-
tados valid os podcm ser obtidos utilizando varios metodos. Neste trabalha avaliou-sc a 
res istcncia de 8 clones de castanhciro a PhYlOpilrhora cinnamomi. fungo mais frequentemente 
associado com a doenca da linta, pelo metoda de inoculacao em tecidos destacados. 0 micelio 
do fungo e inoculado em ramos destacados de castanheiro quando as crcscirncntos anuais 
aprcsentam 3(}-40 em e colocam-se a incubar em condicoes adequadas de temperatura e 
humidade a que se segue a avaliac;ao da dimensao da lesao. Os resultados obtidos estao 
correlacionados com as obtidos com outros metodos de avaliac;ao da resistencia; inocula(fao 
do solo e inoculacao por ferida em planta imacta. 
Esta metodologia permite avaJiar a resistencia de arvores adultas, testar clevadas quantidades 
de material vegetal num periodo de tempo relativamente curto, e facil de realizar e lorna mais 
object ivas os criterios de selecc;aa de material resistente. 
Palavras Chave: Doenc;a da linta do C<lstanheiro. Phytophthora cinnamomi. avaliac;ao da 
resistencia. 
ABSTRACT 
Assessing resistance of chestnut to PhytopJuhora cinnamomi 
Tv obtain resistant plants oj fheslnut (Castanea sativa) to ink disease the development oj 
specific methods is necessary indicating the nature oj the interaction between host and 
pathogen. Valid results may be obtained using several methods. In this work the resistance oj 8 
chestnut clones to Phytophathora cinnamomi Rands, Jungus commonly a'>Societed with ink 
disease. was assessed using the excised stem inoculation method. Micelium wa.,. inoculated in 
excised chestnut stems, when plant annual growth was approximately 30-40 em long. Stems 
were incubated in suitable temperature and humidi(v conditions and 'he lesion extension was 
mesured. Results were well correlated with those/rom others inoclifation methods; inJesting the 
pOlling medium and by wound inoculation technics. 
This method allows the assessemenf oj mature trees resistance. is eafY (0 undertake and 
makes the selection criteria more objective. 
Key-words: Chestnut ink disease, PhytophtllOra cinnamomi, assessing resistance 
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1 - INTRODU<;AO 
P. cinnamomi e 0 fungo mais frequentemente associado a doen~ da tinta 
do castanheiro. A ac,ao devastadora desta doen,a tem-se feito sentir em 
todas as regiiies castaneicolas do pais e do mundo, sendo considerada pela 
generalidade dos autores como a principal causa do declinio e desaparecimen-
to dos soutos em Portugal. 
o combate a esta doen,a, apesar dos esfor,os empreendidos ao longo de 
varias decadas, nao se tern revelado eficiente e duradoiro. A utiliza¢o de 
plantas resistentes e urn meio de luta que conjugado com outros meios 
complement ares de defesa, biologicos, quimicos ou culturais poden! propor-
cionar uma ~strategia de protec¢o a longo prazo contra este grave problema 
fitossanitario. 
As tecnicas de melhoramento utilizadas para obter plantas resistentes as 
doen,as, sao, no essencial, identicas as utilizadas para as caracteristicas 
hereditariamente transmitidas. No entanto para avaliar a resistencia e neces-
sario desenvolver metodologias especificas que evidenciem a interac,ao 
hospedeiro j parasita. Tern como principal objectivo obter infec,iies em condi-
,iies ambientais definidas que permitam diferenciar os varios genotipos. 
Para avaliar a resistencia a P. cinnamomi varias metodologias tern sido 
utilizadas. A inocula,ao de solos e substratos, onde 0 hospedeiro se desenvol-
ve, e uma metodologia que apresenta como principal vantagem 0 facto de 
avaliar a infec,ao nos orgaos que em condi,iies naturais saO infectadas pelo 
fungo. Como desvantagens sao frequentemente referidas a variabilidade dos 
resultados obtidos e a dificuldade na manuten,ao e reprodu,ao das condi-
,iies ambientais. A avalia,ao da infecyao sera mais rigorosa se a inocula¢o 
das raizes for realizada com quantidades definidas de inoculo. Este objectivo e 
atingido pelo metodo designado "tank test" de Zentmyer & Mircetich (1965). 
Para que a inocula,ao das raizes ocorra de forma uniforme e permita 
diferenciar os genotipos e necessario que a concentra,ao de zoosporos na 
suspensao seja ajustada a niveis adequados, pr~viam~nte determinados por 
ensaios preliminares e as plantas sejam transferidas para substratos esteriliza-
dos que nao interfiram com 0 desenvolvimento do inoculo. 
Em castanheiro, Fernandes (1953, 1966) utilizou, com ex ito, a inocula,ao 
por ferida em planta intacta. Consiste na inocula,ao de micelio do parasita 
na zona cambial do colo da planta, fazendo para isso uma incisao em T na 
qual se coloca 0 inoculo. Para obter resultados adequados 0 autor referido 
entendia ser necessario urn periodo de 3 an os (e por vezes 4 anos) e trabalhar 
com elevado numero de plantas envasadas para conseguir obter plantas 
resistentes. Metodologia semelhante foi utilizada por Tippet el 01. (1985) para 
avaliar a resistencia do Eucalyptus ssp. a P. cinnamomi quando se verificou 
que este parasita alem de invadir as raizes jovens tambem invadia os tecidos 
do floema das raizes mais grossas e podia mesmo progredir nesses tecidos ate 
a zona do colo da planta. 
o metodo da inocula¢o por ferida, inicialmente realizado em plantas 
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intactas, foi posteriormente testado em 6rgaos vegetais destacados, nomeada-
mente em raizes e ramos. A constata((ii.o de elevada correla((ii.o entre os 
resultados 0 btidos por este metodo e os 0 btidos com a inocula9ao por 
zo6sporos, inocula9ao do solo com micelio ou ainda com a inocula9ao de 
ramos em planta intacta determinou a sua utiliza9iio em muitas interac,oes 
hospedeiro/ Phytophthora: nomeadamente, Banksia grandis/ P. cinnamomi 
(Dixon et al .. I 984), Eucalyptus ssp./ P. cinnamomi (Tippet et al. 1985, 
Shearer et al. 1987), abacateiro/ P. cinnamomi (Dolan & Coffey, 1986), Cha-
maecyparis lawsoniana/ P. lateraUs (Hansen et al. 1989), macieira/ P. cacto-
rum (Lemoine & Gaudin, 1991). 
Apesar do artificialismo do metoda de inocula9iio em ramo destacado, os 
resultados obtidos por este processo sao identicos aos obtidos por processos 
mais naturais de inocula,ao, apresentando a grande vantagem de permitir 
. testar grande quantidade de material num perfodo de tempo relativamente 
curto em condi90es facilmente reproduziveis e uniformizadas. A estas caracte-
risticas acrescenta-se ainda 0 facto de se quantificar a resistencia pelo 
desenvolvimento da lesiio, obtendo-se assim valores de natureza quantitativa 
que possibilitam a analise estatistica dos resultados. 
A inocula,iio em folhas destacadas, apesar de raramente aparecer referida 
como metoda de avalia((ii.o da resistencia nas interac90es hospedeiro / 
/ Phytophthora, foi utilizada por Telhada (l988) para avaliar a agressividade 
de diferentes especies de Phytophthora que atacam os citrinos, tendo obtido 
com este metodo resultados semelhantes aos de outros metodos de inocula((ii.o. 
Neste trabalho avalia-se a resistencia do castanheiro a P cinnamomi pelo 
metodo de inocula9ao em ramo destacado, utilizando-se como material 
vegetal clones de castanheiro de reac((ii.o conhecida a este agente fitopatogenico. 
A utiliza,ao desta metodologia possibilita testar elevadas quantidades de 
material vegetal nas primeiras fases do melhoramento, ou seja aumentar a 
intensidade de selec,ao e obter resultados num periodo de tempo relativa-
mente curto constituindo ainda urn criterio de selec,ao valioso na escolha do 
material resistente a propagar vegetativamente. 
Avaliou-se ainda a resistencia por inocula,ao em disco destacado de folha 
e utilizou-se 0 indice de Elston (1963) como criterio de ordena9iio e selec,ao 
dos clones em estudo. 
2 - MATERIAL 
2.1 - Isolamentos de Phytophthora cinnamomi 
Como in6culo, utilizaram-se subculturas dos isolamentos UTAD 79 e 
UTAD 80, com origem em Trois-os-Montes e que 0 International Mycological 
Institute confirmou tratar-se de P. cinnamomi e Ihe atribuiu 0 c6digo IMI 
335 488 e IMI 335 492, respectivamente. 
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2.2 - Material vegetal 
Os clones de castanheiro, utilizados neste estudo, sao clones cujo compor-
tamento em rela9ao a doen9a da tinta e conhecido. Sao clones resultantes de 
programas de melhoramento em rela91io a esta doen9a e foram anteriormente 
testados por inocula91io por ferida em planta intacta. 
Algum deste material foi legado por Taveira Fernandes e propagado 
vegetativamente pelo Centro de Estudos do Castanheiro em Alcoba~, no 
Centro Regional de Investiga9ao e Desenvolvimento Agrario de Bragan9a e 
na Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, de onde provem 0 material 
aqui denominado UTAD 7, UTAD 9, UTAD II , SATIVA 22 e VIMEIRO. 
Como referencia utilizou-se 0 clone considerado susceptivel, UTAD 14 e 0 
clone considerado resistente, a hibrido frances de C. crenata X C. saliva (CA 15) 
denominado MARIGOULE. 
QUADROI 
Caracteristicas e origem dos clones de castanheiro 
Clones de Reac~o a doenca da tinta Origem dos clones Materia1 vegetal 
Caslanhciro Resistente(R) 
SUSccEt(vel(Sl 
tITAD9 R Programa de Mclhoramcnto de 
TA VEIRA FERNANDES (PMTF) Castanea saliva 
tITAD7 R (PMTF) Castanea saliva 
VIMErRO R (PMTF) C.crenala xC.saliva (?) 
tITAD I ? ? Sclcc"'o da tIT AD Castanea sativa 
SATIVA 22 ? ? (PMTF) Castanea sativa 
tITAD II ? ? (PMTF) Castanea sativa 
tITAD 14 S Col~o de clones de Castanea sativa 
ca5la1lheiro da UT AD 
MARIGOULE R Hibrido frances em propagar;:io C. crenalO x C. sativa 
comercial 
2.3 - Metodologia 
2.3.1 - Inocula~iio em ramo destacado 
Dos clones referidos em Material Vegetal, e quando os ramos do ana 
apresentavam 30-40 em de crescimento, seleccionaram-se 12 (doze) ramos de 
cada clone de diflmetro aproximadamente igual. 
o material vegetal seleccionado foi cortado e transportado para 0 local da 
realiza9ao do ensaio com os cuidados necessarios para evitar a desseca9ao 
dos ramos. 
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A inocula<;li.o foi realizada com micelio, obtido por crescimento em PDA 
(PDA Difco, 39gfl) de P. cinnamomi e dividido em quantidades iguais, 
imediatamente antes de se iniciar 0 processo de inocula<;li.o. 
Para realizar a inocula<;li.o seccionou-se 0 apice do ramo, transferiu-se urn 
disco de micelio e meio de cultura e foi posto em contacto com a se~ao 
transversal praticada. Para evitar a desseca,ao dos tecidos e criar urn 
ambiente humido, cobriu-se a zona proxima da inocula<;li.o com papel de 
aluminio. 
A inocula,ao foi realizada com cada urn dos isolamentos de P. cinnamomi 
ja mencionados e em 5 ramos por clone de castanheiro em ensaio. 
Para avaliar 0 avan,o da infe~ao mediu-se 0 comprimento da lesao 
provocada pelo desenvolvimento do fungo nesses tecidos, manifestada pela 
necrose dos tecidos do ramo inoculado. 
Realizaram-se medi,oes da dimensao da lesao (DL), expressas em milime-
tras, ao 3.°, 6.° e 10.° dias apos a inocula,ao, altura em que os ram os 
destacados come,aram a evidenciar amarelecimento e queda das folhas da 
base. 
A extremidade basal dos ramos destacados foi mantida imersa em agua 
durante todo 0 periodo do ensaio. 
o ensaio decorreu numa estufa com co bertura de fibra de vidro, tempera-
tura regulada e com sistema de nebulisayao programavel. 
Durante 0 periodo da realiza,ao do ensaio a temperatura e a humidade 
relat iva do ar (HR) foram registadas num termohigrografo. A temperatura 
oscilou dos 12° aos 25° e a HR dos 60% aos 100%. 
o ensaio delineado corresponde a urn ensaio factorial com tres factores 
fixos: Clones de castanheiro (C), Isolamentos de P. cinnamomi (P) e Tempo 
(n, que parametricamente se representa: 
Yijkl = ~ + Ci +Pj + CPij + Tk + CTik + PTik + eijkl 
com: 
i = 1 a 8;j = 1 a 2; k = 1 a 3 e 1 = 1 as 
Para ordenar os clones de castanheiro quanto ao grau de resistencia, 
pracedeu-se it compara,ao das medias pelo teste de compara<;li.o multipla de 
Tukey. 
2.3.2 - Inocula~iio em disco destacado de Colha 
Dos mesmos clones de castanheiro e no mesmo dia da realiza<;li.o do ensaio 
da inocula,ao em ramo destacado, retiraram-se discos de folhas com urn anel 
cortante, que se inocularam, por deposi<;li.o de micotio de P. cinnamomi e 
meio e cultura, com 4mm de diametra. Para que a humidade fosse mantida a 
niveis adequados para 0 desenvolvimento do parasita, os discos de folha 
foram colocados sobre papel de filtro humedecido com agua destilada. 
Avaliou-se 0 periodo de tempo, em horas, entre a inocula<;li.o e os 
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primeiros sintomas claramente visiveis, periodo de incuba,ao, utilizando-se 
para isso urn dispositivo constituido por uma fonte de luz, mesa translucida e 
lente monocular lOX. A incuba,ao decorreu a temperatura e humidade 
constantes. 
o esquema do ensaio corresponde a urn ensaio factorial com dois factores 
fixos: Clones de castanheiro (C) e Isolamentos de PhylOphthora (P). 
Ordenaram-se os clones pela compara,ao multi pia das medias com base 
nos criterios de Tukey e compararam-se com os resultados obtidos pelo 
metodo de inocula,ao de ramo destacado. 
3 - Resultados e Discussiio 
3.1 - Inocula~iio em ramo destacado 
A dimensao da lesao obtida por este processo de inocula,ao, nas 
condi,5es e com 0 material vegetal com os isolamentos de P. cinnamomi 
anteriormente referidos, encontra-se expressa nas figuras 1,2 e 3. 
Fig. 1 - Dimensao da lesao nos ramos destacados de castanheiro 3 dias depois da inocula-
,ao com 0 isolamento !M! 335 (UTAD 79) elM! 335492 (UTAD 80). 
I t5 Tempo 3 
-' 
" 
10 
• UTAD79 a UTADaO 
5 
o 
VIM MARl UTAD1 UTAD9 UTAD11 SAT22 UTAD14 UTA07 CLONE 
Neste estudo 0 termo resistencia e utilizado como sin6nimo funcional, ou 
seja, da maior ou menor capacidade dos clones limitarem 0 desenvolvimento 
do fungo nos seus tecidos depois de artificialmente inoculados. 
Os resultados das inocula,5es revelaram que os clones se comportaram de 
forma diferente em rela,ao a P. cinnamomi, tendo todos os clones evidencia-
do urn grau de resistencia igual au superior ao clone UTAD 14, que por 
outros process as de inocula,ao foi classificado como susceptive!. Nenhum 
dos clones evidenciou urn nivel de resistencia total, uma vez que a fungo 
infectou e colonizou em maior au menor extensao as clones em estudos. 
-AVALIACAO DA RESISrtNCIA DO CASTANHEIRO 
{CA STA NEA SA TIVA)A PHYTOPHTHORA CINNAMOMI 
940 
.!! 
-' 
" 30 
20 
10 
o 
• UTAD?9 
I!I UTAD80 
VIM MARl UTAD1 UTAD9 UTAD11 SAT22 UTAD14 lJTAD7 CLONE 
9 
Fig. 2 - Dimensa.o da leS80 nos ramos destacados de castanheiros 6 dias depois da 
inocula~1io com 0 isolam, nto IMI 335 488 (UTAD 79) e IMI335 492 (UTAD 80). 
j 60 Tempo 10 
-' 50 
" • UTAD79 
40 iliI UTAD80 
30 
20 
10 
0 
VIM MARl lITAD1 UTAD9 UTA011 SAT22 UTA014 IJTA07 CLONE 
Fig. 3 - Dimensao da lesao nos ramos destacados de castanheiro 10 dias depois da 
inocula,ao com 0 isolamento IMI 335 488 (UTAD 79) c IM I 335 492 (UTAD 80). 
Pode observar-se pelus Figuras 1,2 c 3 que 0 desenvolvimento da lesao e 
diferente conforme 0 isolamento de PhYlOphthora considerado, sendo tam-
bern diferente 0 comportamento dos clones quanto ao avan,o da lesao ao 
longo do tempo. 
Estas diferenGas podem ser avaliadas pela analise estatistica do ensaio a que 
corresponde urn ensaio factorial com tres facto res fixos: Clones de castanhei-
ro (C), Isolamentos de PhYlOphthora (P) e Tempo (n· 
No Quadro 2 indicam-se os resultados dessa anali~~. 
Os resultados da analise da variancia evidenciam Lma influencia acentuada 
do factor tempo no desenvolvimento da lesao. Tambem e possivel inferir que 
os isolamentos de PhYlOphthora tern diferente agressividade e que os ClOnes 
em estudo possuem graus diferentes de resistencia. 
Detectam-se, ainda, diferen,as altamente significativas na interac,ao Tem-
po X Phy tophthora, Clone X Tempo, Clone = Phytophthora. 
A primeira das interac,oes significativas revel a que 0 avan,o medio da 
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QUADR02 
Analise da variancia dos valores referentes a dimensao da lcsao (DL) apresentada 
ao 3.°.6,° e 10.° dias de incubac;ao (n pelos clones de castanheiro (e) quando inoculados 
com dois isola memos diferentcs de Phyrophlhora cinnamomi (P). (5 repeti-roes / clone) 
Origem cL1Variacoo GL SO OM F P 
CLONE (C) 7 6268.520 895.509 30.653 0.000 
ITMI'Om 2 31930,460 15965.230 546.482 0.000 
PHYTOPlmJORA (p) 1 2516.843 2516.843 86.150 0.000 
TBiPO x PHY (I'xP) 2 845,373 422.688 14,468 0.000 
CLONE )( TEMPO (Cx n 14 4581.062 327.219 11,201 0.000 
CJ .ONE )( PHY (Cx P) 7 1138,430 162.602 5.566 0.000 
P xCx l' 14 488.302 34.879 1.194 0.283 
ERRO 189 5521.550 29.215 
lesao produzida por cad a urn dos isolamentos de P. cinnamomi nao e 
identico. avan~ando urn dos isolamentos mais rapidamente que 0 outro, 
considerando a globalidade dos clones. 
Nos tecidos destacados do hospedeiro, 0 isolamento IM I 335 492 (UTAD 80) 
manifestou maior capacidade de coloniza~ao (maior dimensao da lesao) do 
que 0 isolamento IM I 335488 (UTAD 79), dife ren~a que pode ser interpreta-
da como maior agressividade desse isolamento. 
A interac~ao signiftcativa Clone X Tempo, revela que 0 avanqo medio da 
lesao nao e igual nos diferentes clones, avan~ando mais rapidamente nuns 
clones que noutros, tendo em conta os dois isolamentos de PhYlOphlhora. 
Finalmente a interac~ao signiftcativa Clones X Phyluphlhora evidencia que 
os clones de castanheiro manifestam comportamento diferente em rela<;ao 
aos isolamentos de PhYlOphlhora, ou seja, possuem graus de resistencia 
diferente. 
Para ordenar os clunes de caslanheiro quanta ao grau de resistencia 
considerou-se a dimensao media da lesao ao 10. 0 dia de inoculaqao e 
QUADRO 3 
Amilisc da vmiancia dos valo rcs rcfeTentes it. dimcnsao da lesao (DL) ao 10.0 dias apos 
a inoculac;ao dos o ilO clones de castanheiro (C) quando inoculados com os do is isolamenlos 
de P. cinl1amom; (P) (S repetic;oes/ clone) 
Origem daVariacoo GL SO OM F P 
CLONE (C) 7 8667.346 1181.049 23.103 0.000 
PINTOPlnllORA (p) 2664.093 2664.093 52,111 0.000 
CLONE x PHY (Dc p) 7 1084,636 154.948 3.031 0.008 
ERRO 63 3220.750 51 ,123 
-AVALlA<;AO DA RESISrtNCIA DO CASTANHEIRO 
(CA STANEA SATlYA)A PHYTOPHTHORA CINNAMOM I II 
aplicaram-se OS testes de compara,ao mUltipla das medias com base nos 
criterios de Tukey. 
Como os isolamentos de P. cinnamomi manifestaram graus de agressivida-
de diferente compararam-se as valores medias da dimensao da lesao, 10 dias 
depois da inocula,ao, quando inoculados com cad a urn dos isolamentos de 
cinnamomi. Os resultados expressos nos Quadros 4 e 5 permitem separar as 
clones resistentes dos clones susceptiveis. 
QUADRO 4 
Compara~ao multipla das medias da dimensao da lcsao dos 8 clones de castanheiro 10 dias 
depois de inoculados com 0 isolamento 1 M I 335 488 
CLONE 
UTAD9 
UTAD7 
VlMEffiO 
UTAD) 
MAR!GOULE 
SATIVA22 
UTAD!! 
UTAD)4 
DL (mCdia) 
(mm) 
20,2 
2!,6 
24,2 
26,0 
32,2 
34,8 
35,0 
46,4 
Tukey. nivd de significancia (a = 5%) 
A* 
A 
A 
A 
A 
A 
B 
B 
B 
B 
B 
B 
c 
c 
c 
c 
* Valorcs medios com letras em comum nao sao significat ivamente diferentcs. 
QUADR05 
Comparae;ao multi pia das medias da dimensao da lesao dos 8 clones de castanheiro 10 dias 
depois de inoculados com 0 isolamento IM I 335 492 
CLONE DL (mCdia) 
(0101) 
UTAD9 24,2 A* 
UTAD7 24,2 A 
VlMEffiO 33,8 A B 
MARIGOULE 37,3 A B 
UTAD! 47,4 B C 
UTADII 50,8 B C 
UTAD!4 57,6 C 
SATIVA22 58.2 C 
Tukcy. nive l de significancia (a ::: 5%) 
* Valorcs medics com letras em comum nao sao significativamcntc diferentes. 
A separa,ao das medias nao permite individualizar classes de resistencia 
definidas e alguns clones ocupam posi,5es diferentes na ordena,ao. Apesar 
disso as classes de resistencia extremas, considerando-se as tres maiores au 
menores dimens5es de lesao, incluem as mesmos clones. Como clones mais 
resistentes (menor dimensao da lesao) aparecem a UTAD9, UTAD7 e VIMEIRO 
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e como clones susceptiveis (maior dimensao de lesao) 0 UTAD I4, UTADll e 
o SATIVA22. 
Os resu ltados obtidos pelo metodo de inocula\'i'io em ramo destacado 
estao de acordo com 0 conhecimento que se tinha dos clones em estudo e 
com os obtidos por inocula9aO em ramo de planta intacta, permitindo 
mesmo uma maior separa9ao dos clones quanto ao grau de resistencia. 
No metodo de inocula9ao em ramo de planta intacta classificam-se como 
resistentes, os clones onde a inocula\'i'io provoca lesoes confinadas e a ferida 
cicatrize. como nas plantas testemunha e como clones susceptive is os que 
desenvolvem lesoes que evoluem de forma sistematica ate II morte da arvore. 
Por este processo de inocula9aO alguns clones, como 0 SA TlV A22, apresen-
tam les5es que no ano de inocu la\'i'io aparecem confinad a~ , mas no ano 
seguinte 0 fungo retoma a sua actividade, originando lesoes que progressiva-
mente vao aumentando e conduzem it morte da arvore num periodo de 
tempo mais ou menos longo. 
Por este processc ()S clones foram c1assificados como 0 indicado no Qua-
dro 6. 
QUADR06 
Classifica~ao dos clones de castanhciro quanta ao nive! de resistcncia a P. cinnalllomi 
avaliados pela metoda de inocula~ao em ramo de plant a intacta 
A V AUACAo DA RESlsTINClA 
CLONES ANO DA lNocuucAo ANO SEGU1NTE 
lJfAll9 R R 
lJfAD7 R R 
VlMElRO R R 
MARlGOULE 
lJfADl R R 
UTADll R R 
SATIVA22 R (?) S 
UTADI4 S S 
R - resistt!nte. S - susceptive I, - nao fo i avaliado 
3.2 - Inocula9ao em discos destacados de folha 
o numero medio de horas entre a inocula9ao e 0 aparecimento dos 
primeiros sintomas c1aramente visiveis, em cad a clone e para cada isolamento 
de PhYlOphlhora, estao indicados no Quadro 7. 
A analise de variancia evidencia que os clones possuem graus diferentes de 
resistencia e que os isolamentos de P. cinnamomi tern graus de agressividade 
diferente (Quadro 8). 
Os clones mais resistentes sao os que manifestaram maior numero de horas 
para 0 aparecimento dos primeiros sintomas. Se se considerar a agressividade 
dos isolamentos de PhYlOphlhora como a capacidade do fungo colonizar 
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QUADR07 
Tempo, em horas, entre a inoculaiY3o e 0 aparecimento dos primeiros sintomas claramente 
visivcis 
TEMPO (horas) 
CLONE IsoIamento 1M! 335 488 lsolamcnto IMI 335492 
VIMElRO 106.8 ± 13.01" 69.6 ± 15.06" 
MARIGOULE 67.2 ± 26.97 38,4 ± 13.14 
UTADI 54.0 ± 18,49 58.8 ± 9.86 
UTAD9 108.0 ± 14.07 115.2 ± 2.68 
UTADII 92.4 ± 22.69 49,2 ± 19.63 
SATIVA22 97.2 ± 21.38 60.0 ± 18,49 
UTADI4 52.8 ± 10.73 24.0 ± 0.00 
UTAD7 103,2 + 15 ,53 87,6 + 17.28 
* Numcro de haras ± dcsvio paddio da media 
QUADR08 
Amilisc da variflncia dos valores refercntes ao numero de haras dcsde a inoculac;ao 
13 
ale ao aparecimemo dos primeiros sinlomas dos 8 clones de castanheiro (C) quando inoculados 
com dais isolamcntos diferentcs de Phytophrhora cinnamomi (P) (5 repetic;oes/ clane) 
Origem daVariac110 
CLONE(C) 
PHYTOPlITHORA (P) 
CLONE x PHY (ex P) 
ERRO 
GL 
7 
7 
64 
so 
42034.00 
10215,00 
6610,40 
17259,20 
OM 
6004.91 
10215.20 
944.34 
269.67 
F 
22;1.67 
37.880 
3.502 
p 
0.000 
0.000 
0.003 
rapidamente os tecidos do hospedeiro, 0 isolamento - IMl 335 492 
(UTAOSO), manifestou na generalidade dos clones maior agressividade, como 
alias era tam bern evidente quando se aplicou 0 metodo de inocula,ao em 
ramo destacado, 
as resultados obtidos por inocula,ao em disco destacados de folha, que 
avalia 0 numero de horas desde a inocula,ao ate ao aparecimento dos 
primeiros sintomas, da origem a uma separa,ao de clones, com base na 
campara,ao mUltipla de medias pelo metodo de Tukey (Quadros 9 e 10), 
identica it obtida por inocula,ao em ramo destacado. Classifica como clones 
mais resistentes 0 UTAD9, UTAD7 e 0 VIMEIRO introduzindo, no entanto, 
alguma varia,ao nos clones mais susceptiveis, uma vez que inclui nesta c1asse 
o UTAD leo MARIGOULE que pelo metodo de inocula,ao em ramo 
destacado seriam c1assificados como moderadamente resistentes, 
A resistentica do castanheiro a P, cinnamomi sendo de tipo Horizontal, 
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QVADR09 
Comparac;:ao multipla das medias do numero de horas desde a inoculacao 
ate ao aparecimento dos primeiros sintomas dos 8 clones de castanheiro quando inoculadas 
com 0 isolamento IMI335 488 (5 repeti.-;oes/ clone) 
CLONE DL(mldia) 
(mm) 
UTAD9 108,0 A' 
V1MEIRO 106,8 A . 
UTAD7 103,2 A 
SATIVA 22 97,2 A 
UTAD II 92.4 A 
MARIGOULE 67,2 A B 
UTAD I 54,0 B 
tITAn 14 52.8 B 
Tukey. nive! de signifidincia (A = 5%) 
*medias seguidas da mesma letra nao sao significat ivamente diferentes. 
QVADRO 10 
Comparacao mult ipla d.as medias do numero de horas desdc a inoculacao 
ate ao aparecimento dos primeiros sintomas dos 8 clones de castanhciro quando inoculadas 
com 0 isolamento 1M! 335 492 (5 repetic;oes / cione) 
CLONE DL.(m&lia) 
(mm) 
UTAD9 115,2 A' 
UTAD7 87,6 A B 
V1MEIRO 69,6 B C 
SATIVA 22 60,0 B C 
UTAD I 58,8 C 0 
UTAD II 49,2 C 0 E 
MARlGOULE 38,2 0 E 
UTAD 14 24,0 E 
Tukcy. nive l de significancia (0' = 5%) 
"media seguidas da mcsma letra nao sao significativamente difcrentes . 
sensu Van Der Plank (1963), pode ser considerada como um processo de 
bloqueamento mais ou menos eficiente do cicio infeccioso do fungo parasita. 
A dimensiio da lesiio (DL) e 0 periodo de incuba¢o (PI), avaliados neste 
estudo pelo metodo de inocu la9iio em ramo destacado e par inocula9iio em 
disco destacado de folha, constituem mecanismos pelos quais 0 processo 
infeccioso pode em certa medida ser bloqueado, sendo incluidos como 
componentes da resislencia por Parlevliet (1979), 
Para seleccionar simullaneamente para duas ou mais caracteristicas utilizam-
-se com frequencia em melhoramento vegetal, os indices de selec9ao. 
Abreu el al. (1991) utilizaram .o fndice de Elston (1963) para ordenar os 
clones de castanheiro quanta ao nivel de resistencia, uma vez que este indice 
de selec,iio nao entra em considera,iio com parametros geneticos e de paren-
tesco, baseando-se apenas no valor fenotipico observado, Assume-se ainda 
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que cada caracteristica tern 0 mesmo valor na selec<;lio e ordena<;lio dos 
individuos. 
Porque a analise estatistica revelou diferen9a de agressividade dos isola-
mentos de P. cinnamomi, aplicou-se 0 indice de Elston aos valores fenotipicos 
obtidos como isolamento mais agressivo, 0 !M! 335 492 (UT AD 80). 
o Indice de Elston para p caracteristicas toma a forma: 
p 
IE = IT (Yi - Ci) 
i=l 
onde, para efeitos de ordena9ao, Yi e 0 valor da i-esima caracteristica e 
. [n (minimo Yi) - maximo Yil 
C, = (n-I) 
sendo n 0 numero de genotipos considerados. 
Se numa determinada caracteristica os val ores mais baixos correspondem 
aos objectivos do melhorador, multiplicam-se todos os val ores por -I, ou 
entao considera-se 0 reciproco de cada urn dos valores. Neste caso concreto 
considerou-se 0 reciproco do valor da dimensao da lesao que se multiplicou 
por 1000, antes da transformac;ao logaritmica. Nesta caracteristica interessam 
os valores mais baixos dado que corresponde a uma maior resisH~ncia a 
colonizac;ao dos tecidos. 
QUADRO 11 
Citlculo do indice de Elston C ordenacao dos clones 
VALOR FENOTIPICO (Yi) In (Yi _ Ci )b) 
CLONES DL(mm) PI (h) IlQL IlQLa) PI iNDlCE ORDEM 
UTAD9 24,2 115,2 0,0413 3,32 4,64 15.40 I' 
UTAD7 24,2 87,6 0.0413 3.32 4,33 14.38 2' 
VlMEIRO 33.8 69,6 0,0295 2,76 4,07 1I.23 3' 
MARIGOULE 37,3 38,4 0,0268 2.58 3.31 8,54 4' 
UTADI 47,4 58.8 O,D2JO 1,99 3.86 7,68 5' 
UTADII 50.8 49,2 0,0196 1,78 3,64 6,48 6' 
SATIVA22 58,2 60,0 0,0171 1,24 3.89 4.82 7' 
UTADl4 576 24,0 00173 1,29 256 330 8' 
a) Os valores da caracteristica 1/ DL foram multipiicadas par )00 antes da transformacao 
iogaritmica. 
b) Ci = [n (minimo Vi) - maximo Vil / (n-I) 
A ordenac;1io obtida pela aplica<;lio do Indice de Elston classifica como 
clones mais resistentes 0 UTAD9, UTAD7 e 0 VIMEIRO e como clones mais 
susceptiveis 0 UTAD II, SA TIV A22 e UTAD 14, que coincide com a classifica-
91io obtida atraves do metodo de inoculac;ao em ramo destacado. 
r 
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4 - Conclusoes 
Os resultados obtidos neste estudo, pelo metodo de inocula~o em ramo 
destacado e por inocula9ao de discos destacados de folha, permitem separar 
os clones de castanheiro quanta ao nivel de resistencia que manifest am em 
rela9ao a P. cinnamomi. 
A metodologia de inocula,ao em ramo destacado utilizada inicialmente 
para avalia r a agressividade dos isolamentos de Phytophthora, foi posterior-
mente testada para avaliar a resistencia dos diferentes genotipos. Dixon et al. 
( 1984), Tippett el al. (1985), Dolan & Coffey (1989) e Abreu et al. (1991), 
concluiram que esta metodologia permitia separar os diferentes genotipos 
quanto ao grau de resistencia a P. cinnamomi. 
Resultados semelhantes foram obtidos em relar;ao a outras especies de 
Phytophlhora que atacam 0 sistema radicular de plantas lenhosas, nomeada-
mente em P. caClOrum (Lemoine & Gaudin, 1991) e P. laleraJis (Hansen et al. , 
1989). 
A inocular;ao em discos destacados de folha evidenciou resultados simila-
res aos obtidos pelo metodo de inocula9ao em ramo destacado. Observou-se, 
no entanto, maior dispersao nos resultados e introduziu algumas aiterac;5es 
na ordenac;ao dos clones. Salesses et aJ. (1993), que tambem usaram metodo-
logia semelhante, verificaram que existia comportamento diferencial das 
fo lhas em fUl19ao da sua posi9iio no ramo, quando analisaram este metodo 
de avalia9ao de resistencia do castanheiro a P. cinnamomi. Concluiram, no 
entanto, que este metodo permitia separar os clones de castanheiro desde que 
as folhas fossem retiradas de ramos em activo crescimento e situadas entre a 
6.' e 10.' fo lha a contar do apice do ramo. 
o metodo de inocula9ao em ramo destacado, pela facilidade de execu9ao, 
permite avaliar a resistencia de plantas adultas, tornando-o es pecialmente 
indicado para avaliar a resis tencia de grande quantidade de arvores, aumen-
tando assim a pressao de selec9ao nas primeiras fases dos programas de 
melhoramento. 
o periodo de tempo necessario para avaliar a resistencia, situa-se pelos 
process os tradi cionais nos 3 ou 4 an os (Fernandes, 1953), e em 2 anos, pelo 
metoda de inocula9ao em ramo de planta intacta. Com 0 metoda de 
inocula9iio em ramo destacado 0 periodo de tempo para avaliar a resistencia 
fica substancialmente reduzido, obtendo-se resultados valid os apenas numa 
epoca de crescimento anual do hospedeiro. 
Este metodo, porque avalia a resistencia pela dimensiio da lesiio e sao 
possiveis varias repetir;5es de material geneticamente igual, permite a analise 
estatist ica dos resultados que evidenciam, de forma mais clara, as interac95es 
que se estabelecem entre 0 hospedeiro e 0 paras ita. 
A utilizac;ao do indice de seleq;ao de Elston (1963) que neste estudo 
conduziu a uma ordena,ao de clones igual it obtida pelo metodo de 
inoculac;ao em ram o destacado, podeni ser urn criterio de seleC9aO valioso, 
nas situa95es em que se avaliam diferentes mecanismos de resistencia, nomea-
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damente a resist en cia constitutiva devido, por exemplo, a presen9a de com-
postos fen6licos e a resistlmcia a coloniza9ao dos tecidos. 
Os resultados dos testes de inocula91io avaliados neste trabalho, foram 
obtidos quando os crescimentos do ana apresentavam urn crescimento apro-
ximado de 30-40cm (fins de Maio) e apenas se poderao reportar a esta epoca 
do ano, podendo conduzir a resultados diferentes se realizados no periodo de 
repouso ou noutra altura do desenvolvimento vegetativo do hospedeiro. 
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